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nucleotide sequence coding for (A) , the expression of which is 
controlled by an inducible bacterial promoter. Also new are (1) the 
plasmids pXL462; pXL641; pXL740 and pXL741 and (2) hybrid proteins 
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first 6 codons of the PA gene. It produces an (A) with N-terminal 
.extension of formula Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg . pXL74 0 and pXL741 are 
similar to pXL641 but the extension is modified by directed mutagenesis 
to Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg or Met -Lys -Arg-Lys -Arg . The (A) formed is 
converted to denatured, insoluble form, then renatured and solubilised 



to rearrange the sec. and tert. structures of the polypeptide chain. 
(A) is treated with trypain to give a protein having a primary 
structure identical to HSA. 
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@ Procede de preparation de la serum albumlne humalne mature. 

© Procede de preparation de serum-allbumine humalne ma- 
ture a partir d f une seram-albumine humalne produhe par vole 
microbiologique sous forme de proteine fuslonnee <«pseudo- 
pro-SAH»). 
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La presente invention concerne un procedS de preparation 
de la sSrum-albumine humaine mature 3 partir d'une serum-albumine 
humaine produite par voie microbiologique sous forme de protSine 
fusionnee. 

5 II existe un grand choix d 1 organismes botes, tels que les 

cellules mammiferes modifiSes ou les micro-organismes qui peuvent 
potent iellement etre utilisSs en vue de la production en quantitSs 
importantes de prot Sines humaines d f une grande valeur thSrapeutique. 

L 'utilisation de cellules mammif Sres modifiSes par les 

10 techniques de l'ADN recombinant present e l'avantage de conduire a 
des produits tres proches de ceux d f origine naturelle ; cependant la 
culture de ces cellules est dSlicate et ne peut etre conduite que 
dans des volumes limit es. 

L'emploi de micro-organismes, tels que les bacteries, 

15 permet une fabrication a une Schelle plus importante mais presente 
1* inconvenient de conduire & des produits qui different sensiblement 
des produits d'origine naturelle. Ainsi les protSines normalement 
glycosylSes chez l'homme ne sont pas, en general, glycosylSes par 
les bacteries [P. Berman et L.A. Laskey, Trends Biocbem. Sci. , 

20 (1985) 10, p. 51 et suivantes]. Par ailleurs, les protSines humaines 
exprimSes 5 haut niveau dans des bactSries telles que E.coli acquie- 
rent souvent une conformation non native qui s f accompagne d'une * 
prScipitation intracellulaire [R.G. Schoner et coll., Bio, Technol. 
(1985), 3^ P- 151 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coll., EMBO J. 

25 (1985), ± $ p. 775 et suivantes]. Enfin, pour qu'un gene puisse s'ex- 
primer dans une bactSrie, telle que E.coli , il est indispensable de 
positionner un codon initiateur methionine devant la sSquence 
codante de la protSine mature. GSneralement, ce residu n'est pas 
excisS par la mSthionyl aminopeptidase de E.coli LP.H. Seeburg et 

30 coll., 1985, 2, p. 37 et suivantes ; J.M. Schoner et coll., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA (1981), 81,p.5403]. 
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La pro t Sine obtenue preeente done un aclde amine anonnai comme 
premier rSsidu qui pent provoquer l v Inhibition sterique d v une 
activite biologique si le debut de la proteine est impliquS dans 
cette activite. Le residu peut egalement presenter un caractere 
5 lmmunogene nefaste a l f administration ulterieure de la proteine. 

II resulte que le choix d'une cellule-hote depend de la 
proteine specif ique que I'on veut obtenir. Dans le cas d v une pro- 
teine de valeur marcbande elevee et neceesaire en quantite limitee, 
les cellules mammiferes peuvent constituer une source particu- 

10 lierement blen adaptee. Par centre dans le cas d T un produit de 
valeur marcbande plus falble et neceesaire en quantite importante, 
de l'ordre de plusieurs dizalnes de tonnes* telle que la serum-albu- 
mine humaine (SAH), 11 paralt indispensable d'utlliser des micro- 
organismes tout en remediant aux inconvenient s lies a leur emploi. 

15 Lorsque la SAH est exprimee a partir d f une construction 

genet ique du type f, Promoteur-Site de demarrage de traduction-ATG- 
Gene de la SAH mature", la proteine obtenue conserve generalement 
une methionine comme residu N- terminal. Pour eliminer la methionine 
N-terminale de proteines heterologues exprimees chez E.coli, plu- 

20 sieurs methodes peuvent etre envisagees, telles que le clivage 
enzymatique in vivo , l v excision pro teolyt ique pendant ou immediate- 
ment apres le transport a travers la membrane ou blen des digestions 
protSolytiques ou chimlques in vivo . 

II est connu, en particulier d f apres J .P. Waller* J. Mol. 

25 Biol., (1963), 7, p. 483 et suivantes, que E.coli possede une methio- 
nyl aminopeptidase qui excise la methionine N-terminale d'un certain 
nombre de proteines. Cependant la specif icite du mecanisme est mal 
connue et 11 est suppose que ce mecanisme depend du ou des residua 
suivant la methionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1970), 245, p. 4760 

30 et suivantes ; H.J. George et coll., (1985) DHA, A, p. 273]. 
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Les proteines secretees sont g€neralement initialement 
. synthStisees sous forme d'une prSproteine comportant une "Sgquence- 
signal" qui inclut le premier residu. Cette sequence subit une 
excision protSolytique pendant ou immediatement apres le transport a 
5 travers la membrane. [R. Scheckman, Trends Biochem (1985), 10, 
p. 177]. Cependant ce syst&ne ne convient gfingralement pas dans le 
cas de proteines cytoplasmiques ou h€t§rologues du fait des proble- 
mes de transport due soit S certaines parties de la sequence pri- 
maire de la proteine [J. Tommassen et coll, EMBO J. (1985), ,4 

10 p. 1041] soit a une precipitation intra-cytoplasmique trop rapide de 
la proteine. Far ailleurs les mecanismes impliques dans la secretion 
de proteines par les cellules encaryotes, telles que la SAH sScretee 
par les cellules hepatiques, sont vraisemblablement assez diffSrents 
des mecanismes de secretion mis en jeu dans des microorganismes tels 

15 que les bacteries gram-negatives [N.Wlckner et H. Lodish, Science 
(1985), 230 p. 400]. 

II a St£ egalement propose d f employer des . digestions 
chimiques ou enzymatiques af in de convertir in vitro la proteine 
synthStisee par la bacterie spus la forme d f line pro teine fusionnee. 

20 Cette conversion a pour but l 1 excision spScifique d^une sequence 
peptidique etrangere & la proteine desiree, situee .en position 
N-terminale et contenant la methionine comme premier residu. Dn * 
exemple simple. est celui d'une proteine qui ne possede pas naturel- 
lement de rSsidus methionine [R.E. Chance et coll., "Peptides : 

25 Syntheses-Structure-Fonction", D.H.Rich et E. Gross, ed., Pierce 
Chem. Co, Rocfprd, 111., (1981) p. 721 et suivantes]. Dans ce cas, un 
traitement in vitro par le bromure de cyanogene permet 1' excision de 
la methionine N-terminale. Cependant ce cas ne se prSsente que trSs 
rarement dans le cas de proteines de poids molSculaire 61ev6. 
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Certaines prot eases, comme la collaggnase et le facteur X, 
reconnaissent une sequence de plueieurs acides amines, ce qui les 
rend relativement specif iques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature 
(1984), 309, p. 810 et suivantes ; J. Germino et D. Bastia, Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. USA (1984), JU, p. 4692 et suivantes]. Une construc- 
tion genet ique permet done de positionner la sequence reconnue par 
la protease en question devant le premier acide amine de la proteine 
desiree. Cette proteine ftisionnee devient ainsi un substrat de la 
protease, le prodult principal de la reaction etant la prot€ine 

10 possedant en position N-terminale le meme acide amine que la pro* 
teine mature. Cependant, l f inconvenient majeur de cette methode 
reside dans le prix de la protease eurtout lorsqu'il s'agit de 
produlre une prot Sine en grande quant it e. 

La SAH est synthetisee par les cellules huraaines d'abord 

15 sous forme de prepro-SAH (figure 1). Une sequence signal de 18 
acides amines est enlevee pendant le transport de la SAH S travers 
le lumen du reticulum endoplasmlque et . il reste encore 6 acides 
amines a l'extremite N-terminale (Arg- Gly- Val- Phe- Arg- Arg-) qui 
ne sont pas presents dans la SAH circulante. Selon S.O. Brennan et 

20 R.W. Carrell, Biochim. Biophys. Acta (1980), 621, p. 83 et suivantes, 
ce propeptide ne semble jouer aucun role dans la secretion de la 
SAH. II est possible qu'une deuxieme proteolyse specif ique s'ef- 
fectue au niveau de I'appareil de Golgi ou dans la circulation 
sanguine, les deux rSsidus arginine formant le site de reconnais- 

25 sance d v une protease de specif icite analogue a celle de la trypsine. 
En effet, un variant, appele "Albumine Christ church", du a une 
mutation qui transforme le dernier residu arginine du propeptide en 
glutamine n v est pas converti in vivo en albumine mature mals est 
transforms in vitro en Glu-SAH en traitant le propeptide par une 

30 faible concentration de trypsine. Par ailleurs, la SAH mature sous 
forme native est r&sistante 1 la trypsine dans les meme conditions 
[S.O. Brennan et coll., Biochim. Biophys. Acta, (1984) 802 , p. 24 et 
suivantes]. 
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II a maintenant ete trouve, et c'est ce qui fait l'objet 
de la presente invention, un procedfe permettant de transformer en 
SAH mature une SAH produite par voie microbiologique sous forme de 

proteine fusionnee. 

Le procede selon la presente invention consiste : 

- a modifier" in vitro le gene de structure de la SAH de 
telle sorte qu'il possede 6 codons supplementaires codant pour les 6 
premiers acides amines de la proteine ell du bacteriophage lambda, 
puis a lier le gene de structure ainsi modifie a la sequence nudeo- 
tidique qui precede naturellement le gene ell dans le genome du 
bacteriophage lambda et a un promoteur qui assure un niveau eleve de 
transcription, 

- a produire, dans des conditions definies, au moyen d'une 
bacterie hSte contenant le gene modifie, une proteine hybride 
("pseudo-pro-SAH") constitute par les 6 premiers acides amines du 
gene ell suivis de la sequence de la SAH mature, 

- a denaturer et rSduire puis renaturer la protfiine 
hybride de facon a obtenir une proteine soluble dont la conformation 
est semblable a celle de la SAH d'origine naturelle, puis 

- 3 modifier in vitro , au moyen de la trypslne, la pro- 
tiine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide et obtenir 
la SAH mature. 

II a egalement ete trouvS que la SAH mature peut etre 
obtenue en utilisant une extension peptidique N-terminale ( w p8eudo- 
-pro-peptide") dont la s€quence differe de celle des 6 premiers 
acides amines de la proteine ell du bacteriophage lambda, a condi- 
tion que cette extension permette une expression suffisante de la 
proteine fusionnee, presente l'hydrophilicite necessaire et comporte 
un site de coupure par la trypslne. Par exemple, le "pseudo-pro-pep- 
tide" pent etre constitue par les 5 premiers acides amines de la 
sequence-signal de la penicilline-amidase (6, si l'on compte le 
premier residu methionine). 
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Dans ce qui suit, la signification des termes techniques 
utilises en biologie moleculaire est supposee connue (cf. par 
exemple J. Watson, ,r Biologie Moleculaire du GSne", edition frangai- 
se, Inter edit ions, 1978). Les mSthodes couramment employees en 
5 biologie moleculaire du gene sont decrites, par exemple, par T. 
Maniatls et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New-York, 1982). Dans ce qui suit seront dScrits successive- 
ment la construction, les procSdSs d f expression du gene, la renatu- 
ratlon et la conversion par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH". 

10 A -CONSTRUCTION DU GENE "pseudo-pro-SAH" . 
1. Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules hepatiques, obtenues par exemple 
par biopsie, et on en extrait I'ABN messager selon la methode 
decrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13, 

15 p. 2633 et suivantes ; et par R. Deeley et coll., J. Biol. Chem. 
(1977), 252 , p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une 
solution de thiocyanate de guanidine 6M, et l'on purifie I'ABN total 
par plusieurs cycles de precipitation dans l'Sthanol 3. -20 °C, 
centrifugation et redissolution des culots de centrifugation. 

20 On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs 

cycles de chromatographic d f af finite sur des colonnes d'oligo 
(dT) -cellulose, selon la technique dScrite par H. Aviv et P. Leder, 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN 
messager ainsi isolS, contenant 1 2 Z de l f ARN total, est conserve 

25 en solution aqueuse a -70 °C. 

On peut determiner la proportion d T ARN messager specif ique 
de la serum-albumine humaine au sein de la population totale (par 
exemple par traduction in vitro d f un aliquot de la solution d f ARN 
dans des lysats de reticulocytes de lapin). Une mSthode consiste S 

30 utiliser le lysat de reticulocytes f ournis par la sociSte Amersham, 
suivant le protocole preconisS par ce fournisseur. On peut ainsi 
determiner la fraction de proteine nSoformee lmmunoprecipitable par 
des anticorps anti-albumine au sein de 1' ensemble des proteines 
nSoformSes. On obtient par exemple une fraction de I'ordre de 6 Z. 
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2. Synthese de cDNA et clonage dans E.coli 
a. Synthese du premier brin 

A partir de la technique de G.N. Buell et coll., J. 
Biol. Chem. (1978), 253 , p. 2471 et suivantes, modifiee, on utilise 
5 par exemple 5 \i% d'ARN messager total dans un volume final de 50 
microlitres d'une solution contenant : 100 mM Tris-HCl pH 8,3, 10 mM 
MgCl 2 , 0,4 mM DTT, 20 mM KC1, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mM de 
chaque nucleotide triphosphate (dNTP), 100 pg/ml de oligo(dT) 12 _}g» 
0,5 U/ml d'inhibiteur de ribonucleases, 50 picomoles de traceur 
10 radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (SociStS Life 
Science, Inc.). 

La reaction de transcription reverse de l'ABN messager 
en ADN complementalre (ADNc) se poursuit pendant 1 heure S 42°C. 

Le taux de synthese de ADNc est calcuie par mesure du 
15 taux d' incorporation du traceur radioactif en molecules acido-prS- 
cipitables, selon une technique connue. 

AprSs 1 heure, on arrete la reaction par addition 
d'EDTA (20 mM), et l f on detruit l'ARN messager par digestion alca- 
line dans 50 mM de NaOH, a 42°C, pendant 3 heures. 
20 On sSpare l'ADNc ngoforme dee dNTPs non-incorj&ares et 

des produits de degradation alcaline des ARNs par chromatographic 
par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Fine Cheml- fc 
cals). On obtient 1,5 *Jg d'ADNc simple brin S partir de 5 pg d'AKN 
messager total. 
25 b. Synthese du deuxieme brin 

L 9 ADNc simple brin est convert 1 en ADN double brin par 
action du fragment "Klenow" de l'ADN polymerase I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 
10 mM MgCl 2 , 2,5 mM DTT, 70 mM KC1, 0,5 mM de chaque dNTP, et 
30 50 unites du fragment "Klenow" de I 1 ADN polymerase I (commercialis6e 
par exemple par la Societe Nev England Biolabs Inc.). 

La reaction est poursuivie pendant 15 heures, 4 15°C, 
et l'on separe l'ADN double brin des dNTPs non incorpor6s 3 nouveau 
par chromatographie sur colonne de Sephadex G100. 
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c. Clonage de l'ADN double brln 

Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et 
obtenlr un ADN double brin a extremites f ranches, on tralte les 
sequences non appariees par la nuclease selon la technique 
decrite par A. Efstradlatis et coll.. Cell (1976), 2» P* 279 et 
sulvantes. On separe les ADNs neoformes double brin selon leur 
taille par centrifugation dans un gradient de saccharose. On utilise 
generalement un gradient de 5 Z - 20 % de saccharose en 50 mM 
Tris-HCl pH 8,5, 10 mM EDTA, 800 mM NaCl, centrifuge a 210000 g 
pendant 15 heures, a 20°C, et on effectue un fractionnement du 
gradient en aliquots apres centrlfugation. 

On controle la taille des molecules dans chaque frac- 
tion par €lectrophorese d'echantillons faite en parallele avec des 
gtalons d'ADN de tallies connues, et 1'on regroupe les fractions 
contenant un ADN constitue par l'enchatnement de plus de 500 paires 
de bases. 

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord 
ses extremites 3 T avec de l'oligo(dC), et on allonge parallelement 
les extremites 3' du site PstI du plasmide vecteur pBR322 avec de 
l'oligo(dG) selon la technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. 
Chem. (1977), 252 , p. 2209 et suivantes. 

On hybride alors l'ADN double brin decrit ci-dessus au 
plasmide vecteur, selon par exemple la technique de L. Villa 
Komaroff et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), 75, p. 3727 
et suivantes. 

On cree une n banque w de clones d'ADNcs de foie par 
transformation de la bactSrie E.coli avec l'ADN ainsi decrit selon 
la methode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 
53, p. 154 et suivantes et M. Dagert et S.D. Erlich., Gene (1979), 
6, p. 23 et suivantes. 
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d. Reneraee de« clones d'A DNc albumlne 

On utilise tine technique d'hybridation sur colonies » . 
1'aide d' oligonucleotides synthetiques dont les sequences sont 
deduites de la sequence proteique de 1'albumine humaine (B. Meloun 
et coll.. FEBS Letters (1975), 58, p. 134 et suivantes ; 
M. Grunstein et D. Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1975). 72. 
p. 3961 et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res. 

(1981), 9., P* 879 et suivantes). 

Les clones sont cultives par series de 96 sur milieu de 
Luria contenant 25 ng/ml de tetracycline, en boites carrees, direc- 
tement sur des filtres de nitrocellulose. Apres croissance a 37«C 
puis amplification en presence de 250 ug/ml de chloramphenicol, les 
colonies sont lysSes par la sonde puis hybridees avec les oligonu- 
cleotides radioactives en 5» par kination. dans une solution conte- 
nant : 5 X SSC, 0,5 % NP 40. 100 ng/ml ADN de sperme de saumon 
denature par ebullition et refroidi rapidement dans la glace, 
0,5 ng/ml d' oligonucleotide kinase. L'hybridation est effectuee a 
37«C pendant 18 heures. On lave ensuite les filtres en 5 X SSC, a 
25«C, puis 37°C, puis 45°C et ce pendant quatre fois 15 minutes a 
chaque Stape. 

Les filtres sont alors exposes sur films Kodak X-OMAT, 
1 -70«C, avec un ecran amplificateur pendant 15 a 24 heures. Les 
clones hybridants avec les sondes sont reieoles puis lyses. L'ABN 
plasmidique est purifie par centrifugation en milieu chlorure de 
cesium-bromure d'ethidium selon une technique connue. 

On sequence l'ADN de V Insertion par la technique de 
Maxam-Gilbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods Enzymol. (1980), 65, 
p. 499 et suivantes) pour comparer la sequence proteique derivee de 
la sequence nucleotidique et celle de la serum-albumine humaine. 

On identif ie ainsi une serie de clones dont les Inser- 
tions correspondent a 1'eneemble du gene de la serum-albumine 
humaine. 
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Dans la figure 2 est representee la carte de restric- 
tion du gene de la serum-albumine, ainsi que la position de trois 
des insertions les plus representatives, designees par "pTIBll", 

"pAA38", "peDS". 

e. Incorporation an gene de structure d'un codon 
d' initiation (figure 3) 

a) On digere l'ADN du plasmide "pTlBll" par les enzymes 
PstI et PvuII, et on isole un fragment d'ADN de 125 paires de bases, 
correspondent a la sequence de l'extremite 5' du gene de la serum- 
-albumine (acides amines n' 1 I 62). On fixe a l'extremite PvuII une 
sequence de jonction constituSe du site de reconnaissance de 1* enzy- 
me BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHI. 

On prepare d' autre part un oligonucleotide synthS- 
tique ayant 21 bases de long, possedant un triplet "ATG" devant les 
nucleotides codant pour les acides amines de la serum-albumine 
humaine ainsi qu'un site de restriction Ncol, et dont la sequence 
est la suivante : 5 * 6AATCCATGGATGCACACAAG 3*. 

On dinature le fragment d'ADN Pstl-BamHI, et on 
l'hybride avec 1' oligonucleotide synthitique. L 'hybridation se fait 
par la sequence 5 ' . . .GATGCACACAAG 3*, l'extremite 3' du brln d'ADN 
complementaire Stant dgsappariie. On digere les extremitSs dlsap- 
pariges, puis on polymerise dans le sens 5'... 3' avec le fragment 
"Klenow** de l'ADN polymerase I, d'apres les techniques de 
H. Jacobsen et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 45, P- 623 et sui- 
vantes . 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une 
extremitS franche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 3' un site 
BamHI. 

b) On realise la ligation de trois fragments d'ADN : 

1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pLG200" a. 
Guarente et coll., Cell (1980) 20, p. 543 et suivantes) portant un 
gene de resistance aux antibiotiques, l'origlne de replication et 
l'extremite 3' du gene de la 0-galactosidase, 
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2) un fragment EcoRI-PvuII du plasmide "pGLlOl" (G. 
Lauer et coll., J. Mol. Appl. Genet. (1981), 1, p. 139 et sulvantes) 
portant le promoteur P lac et le site de fixation de ribosome (RBS) 

du gene lacZ d' E.coli , 

3) le fragment d'ADN mutagenise codant pour lea 62 

premiers acides amines de l'albumine humaine. 

On isole un plasmide (pXL52) qui realise une fusion 
de l'extremite 5' du gene de la serum-albumine bumaine avec le gene 
de la 6-galactosidase d' E.coli . 

f . Construction du gene complet (figure 3) 

On digere l'ADN du plasmide "p6D8" par EcoRI, et 
partiellement par Bglll, selon une technique deja decrite. On isole 
le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la sequence codant pour les 
405 derniers acides amines de la serum-albumine humaine puis l'ori- 
gine de replication du plasmide et le gene de resistance a la 
tetracycline. 

On digere l'ADN du plasmide "pXL52" decrit ci-dessus 
par EcoRI et Sau3A. et on isole un fragment contenant 200 paires de 
bases . 

On digere l'ADN du plasmide "pAA38" par Sau3A et on 
isole un fragment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les trois fragments (dans l'ordre [pXL52 
EcoRI-Sau3A] - [pAA38-Sau3A] - Cp6D8 Bglll-EcoRI]) en tirant profit 
de la compatibilite entre les sites Sau3A et Bglll. On obtient un 
plasmide appele "pXL53", dont la qualite de la construction est 
contrSlee par un sequencage complet du fragment compris entre le 
site EcoRI et le site PstI correspondant I la jonction de 1' inser- 
tion et du plasmide vecteur. 

La sequence nudSotidique complete, ainsi que la se- 
quence proteique derivSe, sont representees dans les figures 4 et 5. 
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Les variations observees entre cette sequence et la 
sequence proteique publi€e (B. Meloun et coll, FEBS Letters (1975), 
58, p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and 
structure (1978), 5_, supplement 3, p. 306) sont les suivantes : 



Position Meloun et coll. Serum-albumlne humaine deduite 

de la sequence de "pXL53" 

131 Glutamine Acide glutamique 

364 Histidine Alanine 

367 Tyrosine Histidine 

370 Alanine Tyrosine 

381 Valine Methionine 

464 Acide glutamique Histidine 

465 Histidine Acide glutamique 
501 Glutamine Acide glutamique 



3. Construction de systemes d ' expression de la methiony 1-8 erum- 
-albumine humaine 

a. Utilisation du promo teur "P L " du bacteriographe lambda 

On linSarise le plasmide "pXL53" par digestion partiel- 
le par 1' enzyme Ncol, en ne considirant que le site Ncol en 5' du 
codon d» initiation et on forme des bords francs par remplissage 
selon la technique de R.M. Wartell et W.S. Reznlkoff, Gene (1980), 
9_, p. 307 et suivantes). 

On synthetise un "adaptateur" contenant en 5* une 
sequence correspondent au site de reconnaissance d'une enzyme de 
restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondent a un 
site de fixation de ribosomes (RBS "consensus" ou "theorique") . La 
sequence de V adaptateur est : 5 'GGATCCTAGGAGGAAC 3*. 

La ligation de 1* adaptateur en 5T d'un ADN a bords 
francs a StS dScrite, par exemple, par CP. Babl et coll., Gene 
(1976), JL» P. 81 et suivantes. 
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La methode consiste a effectuer la reaction sur 20 
microlitres d'une solution contenant 50 mM Tris, HC1 pH ■ 7,5, 10 mM 
MgCl 2 , 15 mM DTT, ImM ATP, 50 ug/ml d'adaptateur, 20 fig/ml d'ADN et 
1 unite d f ADN-ligase (Nev England Biolabs Inc.)- La reaction est 
5 poursuivie pendant 10 heures a 15°C. Cette ligation cr€e un site 
BamHI sans supprimer le site Ncol. 

On digSre le produit de ligation par BamHI et par 
HinDIII. Du fait de la presence d f un site HinDIII en 3* du gSne de 
la serum-albumine humaine, on obtient un fragment d'ADN contenant la 
10 totalite de la sequence codante. 

On sous-clone le fragment HinDIII-BamHI alnsi obtenu 
par exemple dans le plasmide ,l pBR322" en transformant E.coli selon 
la methode dSja dgcrite ci-dessus pour obtenir le plasmide "pXL61" # 

Le plasmide "pXL61" ne contient pas de promoteur. 

15 Le promoteur "P" du bacteriophage lambda est plac€ sur 

L 

le chromosome du bacteriophage entre un site Bglll et un site BamHI 
(voir E.- Szybalski et W. Szybalski, Gene (1979) T* p. 217 et suivan- 
tea), et dont la sequence nuclSotidique est connue (F. Sanger et 
coll., J. Mol. Biol. (1982), 162 , p. 279 et suivantes). On peut 

20 doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des 
methodes connues. 

On note que les plasmides portant P L doivent Stre * 
propagSs dans des souches de E.coli portant le g£ne rgpresseur cl, 
ceci afin d'Sviter que ce promoteur ne s'exprime de fagon constitu- 

25 tive. 

Dans une premiere construction, P^ est disponible sous 
forme d'un fragment BamHI a partir du plasmide "pPL-lambda" (Pharma- 
cia P.L. Biochemicals) . L f insertion de ce fragment BamHI dans le 
site BamHI du plasmide "pH^l" permet d f obtenir le plasmide "pXLeS", 
30 dans lequel on a v§rifiS que l f orientation du promoteur par rapport 
au gSne de structure de la sfirum-albumine humaine est correcte. 
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D'autres constructions peuvent etre realleges S partlr 
de plasmides disponibles. On pent, par example, exdser du plasmlde 
"pP^-lambda" un fragment Haelll-Haelll contenant le promoteur P L et 
l'inserer dans le site Smal d'une sequence de clonage multisites 
portee sur un plasmlde, tel que le plasmlde " P UC8" (J. Vieira et 
J. Messing, Gene, (1982), 79, p. 259 et suivantes) pour obtenir 
M pUC8-P L "" dans lequel le site EcoRI est en 5' du promoteur. 

A partir du plasmlde "pPSl" (P. Sarmientos et coll., 
Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord detruire le 
site HinDIII le plus proche du site Ndel (figure 3) puis remplacer 
le petit fragment EcoRI-HinDIII par, d'une part, le fragment EcoRI- 
BamHT du plasmlde "pUC8-P L n contenant le promoteur P L , et, d'autre 
part, le fragment BamHI-HinDIII du plasmlde "pXL61" contenant le 
gene de la serum-albumine. On obtient ainsi le plasmlde "pXL70" dans 
lequel 1' ensemble Pj-RBS "consensus "— ATG— gtaie de la serum-albumine 
humaine est porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII. 

b. Remplacement du EBS "consensus" pa r celui du gene cll 
du bacteriophage lambda 

Le gene cll du bacteriophage lambda, dont la sequence 
et le site d* initiation sont connus, peut etre traduit avec effica- 
cit§ (E. Schwarz et coll., Nature (1978), 272, p. 410 et suivantes). 

On construit un plasmlde contenant le systeme d f expres- 
sion "Promoteur "P L " - RBS cll - ATG - gene serum-albumine". 

Par exemple, on peut apres avoir detruit le site BamHI 
de "pUC8-P L " par action de l'enzyme SI (A.J. Berk et P.A. Sharp, 
Cell (1977), 12, p. 72) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant 
le promoteur P L et ensuite lier ce fragment avec le grand fragment 
EcoRI-HinDIII du plasmlde "pDS20" (G. Duester et coll.. Cell (1982), 
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmlde "pXL73". 

Le RBS du gene cll est extrait du plasmlde "pPSl". On 
digere ce plasmlde par Ndel et on Insere un adaptateur BamHI apres 
formation d'extremites f ranches. On excise alors le RBS sous forme 
d'un fragment HinDIII-BamHI . 
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On constrult d'abord un plasmide "pXL88" dans lequel ce 
fragment HinDIII-BamHI est lie au grand fragment HinDIII-BamHI du 
plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88", le RBS ell est 
insere dans la bonne orientation par rapport au promoteur P L , le 
5 tout dans un systeme multisites de telle sorte que 1' ensemble Pj-RBS 
ell soit porte sur un fragment d'ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de 
bases. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est 
sous-clong entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide "pMC1403" 

10 (M.J. Casadaban et coll., J. Bacteriol. (1980), 143, p. 971 et 
suivantes) qui porte le gene de la 0-galactosidase (lacZ) apres le 
site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans 
lequel le gene de la 0-galactosidase est ( exprime sous controle du 
systeme "Pj-RBS ell". 

15 On sous-clone le fragment BamHI-Bglll du plasmide 

"pXL61" deer it precSdemment dans le site BamHI du plasmide 
"pMC1403". (La ligation d'un site Bglll dans un site BamHI est 
possible, mais 1' excision par BamHI en Bglll ne l'est plus ; 11 ne 
reste done qu'un site BamHI). 

20 Cette construction ("pXL71") aboutit a l'insertion d'un 

fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant la sequence 
"BamHI-[RBS "consensus "-ATG-NcoI-gene partiel de la sSrum-albumine ^ 
(codant pour les acides amines 1 a 218) -gene de la 0-galactosidase]. 

On coupe ce plasmide par BamHI et Sad (le site Sad 

25 est present dans le gene de la 0-galactosidase) et on 1' insere dans 
le plasmide "pXL91" dScrit prec€demment a la place du fragment 
preexistant BamHI-SacI. 

On aboutit alors au plasmide M pXL97 M dont 1* insertion a 
la structure suivante : "Site EcoRI - ? L - RBS ell - site BamHI - 

30 RBS "consensus"- site Ncol - ATG - gene partiel de la s€rum-albumine 
-gene de la 0-galactosidase". 
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On digere le plasmlde "pXL97" par BamHI et partielle- 
ment par Ncol en ne considerant que le site Ncol proche du codon 
d f initiation et on forme lea bords francs par action de la nuclease 
SI, puis on le referme sur lui-meme. Cette manipulation, d'une part, 
5 supprime la sequence d v ADN du RBS "consensus 11 et, d 1 autre part, met 
en phase un AT6 du RBS ell avec la sequence de la 8 e rum-albumin e. 

On obtient ainsi le plasmlde "pXL136" qui comporte la 
sequence "site EcoRI-Pj-RBS dl-ATG-gene partiel de la sSrum-albu- 
mine-gene de la 0-galactosldase" • 

10 Le gene partiel de la serum-albumlne possedant un site 

PvuII, on digere le plasmlde "pXL136" par EcoRI et Pvull et on 
extrait un fragment de 760 paires de bases qui est insere entre les 
sites EcoRI et PvuII du plasmlde "pXL70" dScrit pr€cedemment. On 
obtient ainsi le plasmlde "pXLl39" qui porte la structure "P.-RBS 

15 cll-gene serum-albumine complet" sur un fragment EcoRI-HinDIII, 
comme le plasmlde fl pXL70" et qui porte la substitution RBS "consen- 
sus" par celul du gene ell. 

On coupe le plasmlde "pXL139" decrit precedemment au 
site unique Sail, entre le promoteur PL et le RBS ell. On digere 

20 l'ADN par 1 T enzyme Bal31, de telle sorte que le site de fin de 
transcription tRl en 5 T du RBS ell soit digere puis on ajoute un 
adaptateur HinDIII et on isole le fragment HinDIII-Xbal contenant le 
RBS ell ampute de tRl et les 357 premiers codons du gene de la 
serum-albumlne humaine. On combine ce fragment HinDIII-Xbal avec 

25 d Y une part le fragment Xbal-EcoRl du plasmlde pXL139 contenant la 
fin du gene de la serum-albumlne humaine et d f autre part le fragment 
EcoRI-HinDIII portant le promoteur obtenu a partir du plasmlde 
pUC8-P T apres destruction du site BamHI. On obtient ainsi le plas- 
mlde pXL324. 
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4. Construction d'un plasmide d' expre ssion pour la "pseudo-pro-SAH" 

Un fragment d'ADN est construit par hybridation de deux 
oligonucleotides synthetiques ayant la structure donnee dans la 
figure 6A. La sequence contient un codon de d&narrage "ATG" suivl 
5 par les 6 premiers codons du gene ell du bacteriophage lambda. Ce 
fragment possede une extremitg cohesive de type HinDIII ct une autre 
extremitS cohesive de type Sail. Ce fragment synthetique est done 
entre les sites HinDIII et Sail du vecteur M13mpl0 (J. Messing, 
Methods Enzymol., (1984), 101, p. 20 et suivantes) . Le DNA en forme 

10 replicative purif IS a partir de cellules infectees par le bacterlo- 
phage resultant est utilise dans l'Stape suivante de construction. 

Un fragment Sall-Bglll de 765 paires de bases provenant du 
plasmide pXL324 contenant le debut du gene (ADNc) codant pour la SAH 
est clone dans ce bacteriophage recombinant. La souche de E.coll 

15 JM101 est infectee par ce nouveau bacteriophage et le surnageant 
d'une culture de 5 heures est utilisg comme source de particules 
phagiques contenant l'ADN simple brin caracteristique des phages 
filamenteux de type M13. Ce simple brio sert ensuite de matrice pour 
une mutagenese dirigfe par oligonucleotide permettant de supprimer 

20 la sequence comprise entre le sixleme codon du gene ell et le 
premier codon de la SAH mature (GAT) selon les methodes decrites, 
par exemple, par J.P. Adelman et coll., DNA (1983), 2, p. 183. - 
^oligonucleotide utilise dans cette mutagenese dirigee est decrit 
dans la figure 6B. Le phage resultant contient le debut d'un nouveau 

25 gene fusionnS. La structure de fragment d'ADN utilise dans les 
constructions ultSrieures est verlfiee par la methode de sequencage 
enzymatique (F. Sanger et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1977), 
74, p. 5463). 
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Une reconstruction du gene complet codant pour la fusion 
"pseudo-pro-SAH" est ensuite effectuee. Un vecteur contenant un gSne 
de resistance a l'ampicilline, une origine de replication, un 
terminateur de transcription et une par tie de I'ADNc codant pour la 
5 SAH est prepare a partir du plasmide pXL70 en traitant ce plasmide 
par les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. Le fragment de 7200 
paires de bases environ est purifie par electrophorese en gel 
d f agarose et Slectro€lution. Un fragment de 430 paires de bases 
contenant le promoteur P T et le site d'accrochage sur le ribosome 

10 (RBS) modifiS du gene ell est purifiS a partir d'une digestion du 
plasmide "pXL324 lf par les enzymes EcoRI et Ndel par electrophorese 
en gel de polyacrylamide et electrocution. Un fragment Ndel-PvuII 
de 200 paires de bases contenant le debut du gene hydride dl-SAH 
est purifie a partir de la forme replicative du bacteriophage M13 

15* recombine modlfiS par mutaggnSse in vitro decrite ci-dessus. Une 
reaction de ligation a trois partenalres a §tS effectuee. Le plas- 
mide resultant est appelS "pXL462" (figure 7). 

Le plasmide M pXL462" a ete introduit dans la souche G819 
par transformation. Cette souche est dSrivge de la souche E103S 

20 (L. SIMON, Waksman Institute for Microbiology, Rutgers-The State 
University, Piscataway, N.J. , USA) par transformation avec le plas- 
mide pRK248clts (H-U. Bernard et coll., Gene (1979), p. 59 et suivan- 
tes). Ce plasmide est compatible avec "pXL462^ et porte le gene cl 
du bacteriophage lambda qui code pour un represseur thermosensible 

25 du promoteur P^. Ce represseur devient en eff et inactif au-dessus de 
38,5°C. La souche obtenue porte le numero 61398. 
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A partir du plasmide pXL462, d'autres plasmidee ont ete 
con8truits ou le promoteur P^ contenu sur un fragment de restriction 
EcoRI-HinDIII a etS remplacS par differente promoteurs bacteriens 
inductibles. La construction de ces plasmides a utilise le site Xbal 
5 unique de pXL462 et une reaction de ligation a trois partenaires du 
type de celle decrite ci-deesus (voir figure 7). La presente inven- 
tion ne dependant pas du type de promoteur bacterien utilisS, seul 
le cas du plasmide pXL462 portant le promoteur P L sera evoque dans 
ce qui suit. 

10 B. PRODUCTION DE cII-SAH PAR VOIE MICROBIOLOGI QUE 

1. Culture et Induction 

A partir d'un rlisolement de la souche G1398 sur une boite 
de Petri gelosee a base de milieu LB contenant 50 microgrammes/ml 
d'ampicilline (LBAp) prialablement incubee a 30°C, une preculture 
15 est diluee 100 fois dans le meme milieu et la culture est incubee a 
30°C avec agitation. Lorsque la densite optique lue S 610 nanometres 
atteint 1,0 la culture est alors portSe a 42 °C pendant 90 minutes 
avec agitation. 

2. Sonication. recuperation de la cII-SAH 

20 Le culot cellulaire collecte par centrifugation est 

resuspendu dans 1/30 de volumes de PBS (0,2 g/1 KC1, 0,2 g/1 KH 2 P0 4 , * 
8 g/1 NaCl et 1,25 g/1 Na 2 HP0 4 ). Apres incubation pendant 15 minutes 
a une tempgrature voisine de 20 °C en prSsence de lysozyme de blanc 
d'oeuf I 1 mg/ml, la sonication des bact€ries est effectufee a 0°C, 

25 par exemple, avec un sonicateur Branson (Modele B30) en mode continu 
pendant deux fois six minutes avec refroidissement. La fraction 
insoluble est collectee par centrifugation a 12000 g & 4°C pendant 
15 minutes puis lavee par du PBS et s6chee sous vide a 30°C pendant 
15 minutes. 
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3. Denaturation, rgduction et renaturation 

Le culot de sonication contenant les produits insolubles 
provenant de 1 litre de culture est repris dans 4 ml de solution dS- 
naturante et reductrice (6M guanidine-HCl, 0,1M KH 2 P0 4 pH 7,5, 0,1M 
5 0-mercaptoethanol) . La suspension ainsi obtenue est agitee doucement 
en tube fermS a 4°C pendant 16 heures. Dne solution presque limpide 
est alors obtenue .Un leger prgcipiti insoluble est SliminS par cen- 
trifugation. Une dilution au 1/100 du surnageant est effectuee dans 
une solution de renaturation (50 vM Tris-HCl pH 8,5, 100 nM NaCl, 1 

10 mM EDTA) et ce melange est laissS a 4°C pendant 24 heures. La 
solution est ensuite centrifugge pour eliminer une opalescence 
blanchatre. Le surnageant obtenu est concentre environ 100 fois par 
ultrafiltration (membrane i "cut-off" de 30.000 daltons ; par 
exemple en utilisant les unites d f ultrafiltration a usage unique 

15 Millipore CS-30), de nouveau clarifiS par centrifugation puis 
dialysS centre mi tampon phosphate (Na) 20 mM pH 7,5. La proteine 
fusion cII-SAH (pseudo-pro-SAH) ainsi obtenue est homogene a plus de 
90 % d'apres une analyse par glectrophorese sur gel de polyacryla- 
mide SDS. 

20 4. Conversion de la cII-SAH en SAH mature 

Une solution de trypsine (prSparSe par exemple a partir de 
trypsine lyophilisee pour usage analytique commercialisee par 
Boehringer Mannheim) est prSparee dans la solution de reaction. La 
cII-SAH est trait ee a une concentration, par exemple de l'ordre de 

25 1 mg/ml, avec une quantitS de trypsine comprise entre 1/5000 et 
1/1000 (rapport massique a la SAH) a 37°C pendant 30 a 60 minutes 
dans un tampon phosphate (Na) 50 mM pH 7,5, 50 mM CaClj. 
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5. Verification de la coupure 

II est possible de suivre la reaction de conversion par la 
trypsine sur un gel de polyacrylamide non denaturant (figure 8). A 
cause de la presence de plusieurs acides amines charges positivement 
5 dans l f hexapeptide N-terminal, la migration electrophor§tique de la 
cII-SAH est plus lente sur ce type de gel que celle de la SAH 
native. Sur la figure 4, on peut voir que la SAH commerciale n'est 
pas modif i6e de f aeon apprSciable par la trypsine dans la gamme de 
concentrations utilisee. Par contre, la cII-SAH est convertie par 

10 l f action de la trypsine en une molScule qui co-migre avec la SAH 
commerciale. La sequence N-terminale de cette proteine modif iee par 
la trypsine a et§ examinSe par degradation de Edman et lee r§sultats 
obtenus conf irment bien que le site de protSolyse est situS aprfcs le 
dipeptide Lys-Arg, a la fin de la partie ell de la protSine hydride. 

15 La proteine ainsi gSneree possede l'acide aspartlque comme residu 
N-terminal ; elle est done identique la SAH d'origine naturelle. 

Dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4, publi€e 
20 sous le numero 200590, au nom de la demanderesse, a StS decrite la 
construction du plasmide ,f pXL288". Apres introduction dans une 
souche appropriSe d y E.coli , ce plasmide (figure 9) permet I'expres- * 
sion haut niveau d'une protSine hybride, non maturee in vivo , 
constitute par la fusion entre le peptide signal de la pSnicilline G 
25 amidase (PAM) (EC 3.5.11 ; pgnicilline aminohydrolase) de E.coli et 
la SAH mature. 

Le plasmide n pXL288" est caracterisS en ce qu 9 ll contient 
le promoteur Ptrp de l'operon tryptophane de E.coli en amont du 
promoteur de la PAM, le site de fixation des ribosomes du gene de la 
30 PAM, le codon d f initiation ATG et les nucleotides du peptide signal 
de la PAM f usionn€s avec le gfene de structure de la SAH. 

L f extremit€ N-terminale du peptide leader de la PAM 
contient une sequence de 5 acides amines basiques. Cette basicitS 
constitue une des caracteristiques genSrales d'un peptide signal de 
35 sScrStion (M.E.E. Watson, Nucl. Acids. Res., 12, p. 5145 et suivan- 
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tes) . II a maintenant §te trouve que les 6 premiers acides amines de 
ce peptide signal (Met Lys Aen Arg Asn Arg-, "PAM 1") peuvent jouer 
le role de sequence "pseudo-pro". 

Dans ce but, les nucleotides correspondent aux acides 
5 amines 7 a 26 du peptide leader de la PAM ont ete supprimes af in de 
fusionner exactement la sequence "PAM1" S la sequence de la SAH 
mature en utilisant la technique de suppression dirigSe par oligonu- 
cleotide d€crite precedemment (figure 9). L 1 oligonucleotide permet- 
tant de r§aliser cette suppression est represents par la figure 11A. 

10 La sequence modifiee est ensuite substitute dans le plasmide 
"pXL288" pour donner le plasmide ,f pXL641" dont la structure est la 
suivante : "EcoRl-Ptrp-Sall-[Promoteur PAM-RBS PAM-sequence nucleo- 
tldique codant pour PAMl]-gene SAH". 

Deux derives de la sequence "PAM1" sont construits par 

15 mutagenese dirigee par oligonucleotide, apres sous-clonage dans le 
bacteriophage M13mpl8amIV, selon la methode d€crite par P. CARTER et 
coll., Nucl. Acids Res., 1985, 13., p. 4431 et suivantes. Les oligonu- 
cleotides permettant de r§aliser cette mutagSnese sont representee 
dans les figures 11B et 11C. Apres reconstruction, deux plasmides 

20 analogues au plasmide "pXL641" contenant les sequences codant pour 
"PAM2" (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL740") et "PAM3" (Met 
Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "PXL741") sont obtenus (figure 10) . . 

Apres introduction des plasmides M pXL641", "pXL740" et 
"pXL741" dans une souche appropriSe de E.coli telle que E.coli 54125 

25 (Collection de I'Institut Pasteur), on obtient des s ouches produi- 
sant respectivement les proteines hybrides PAM1-SAH, PAM2-SAH et 
PAM3-SAH a des taux de l f ordre de 5 I 10 mg/1 de milieu pour une 
absorbance de 1 5 610 nm en operant dans les conditions decrites 
dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4 (200590). 

30 La proteine hybride ee trouve dans la fraction insoluble 

du lysat cellulaire et peut etre renaturSe et partiellement purif iSe 
selon les methodes decrites precedemment. Chaque protSine hybride 
obtenue apres renaturation peut etre convertie en SAH mature par 
digestion menagee au moyen d v une concentration optimisee de trypsine 

35 dans les conditions dScrites precedemment. 
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Conformement aux dispositions du Traite de Budapest, ont 
ete deposes au CBS a Baarn (Pays-Bas) le 3 fevrier 1987 : 

- On echantillon du microorganisme E.coli E103S (pRK 248 
cl te ) contenant le plasmide pXL 462 (souche G-1398) sous le numero 
CBS 143-87. 

- Un echantillon du microorganisme E-coli B contenant le 
plasmide pXL 641 (souche G-2083) sous le numero CBS 144-87. 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 740 (souche G-2146) sous le numero CBS 145-87. 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 741 (souche G-2147) sous le numero CBS 146-87. 
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- REVESDICATIORS 



1. Proc€de de preparation d'une proteine hybride contenant 
une extension peptidique N-tennlnale hydrophile terminee par un site 
preferentiel de coupure par la trypsine fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que 
l'on cultive une souche d' E.coli capable d' assurer le matntien d f un 
plasmide contenant la sequence nucleotidique codant pour 1' extension 
peptidique N-terminale fusionnee a la sequence nucleotidique codant 
pour la serum-albumine humaine mature dont 1' expression est contro- 
lee par un promoteur bacterien induct ible. 

2. Procede selon la revendication 1 caractfirisg en ce que 
les codons codant pour 1' extension peptidique N-terminale sont 
cholsis parmi les sept premiers codons du gene ell du bacteriophage 
lambda et les six premiers codons du gene de la penicilline amidase 
gventuellement transformed par mutagehese dirigSe. 

3. Procedi de prgparation d'une protgine hybride contenant 
une extension peptidique N-terminale fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que 
l'on convertit la molScule dinaturee et insoluble obtenue selon 
l'une des revendications 1 ou 2 en une molecule renaturee et soluble 
en utilisant une methode de dSnaturation et renaturation permettant 
un rearrangement des structures secondaire et tertiaire de la chalne 

polypeptldique . 

4. Procede selon l'une des revendications 1, 2 ou 3 
caracterise en ce que la proteine hybride est convertie par la 
trypsine en une proteine identique en structure prlmaire a la 
serum-albumine humaine mature. 
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5. Le plasmide ,f pXL462 M caractSrisS en ce qu f il contient 
le promoteur P^, le site de fixation des ribosomes du g§ne ell privS 
du signal de terminaison de la transcription tRl, le codon d 1 initia- 
tion ATG et les six premiers codons du gene ell fusionnSs avec le 

5 gene de structure de la serum-albumine humaine mature. 

6. La protSine hybride comprenant & I'extrSmitS N-termi- 
nale les sept premiers acides aminSs de la protSine ell du bacterio- 
phage lambda, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusionnSs avec la 
sequence peptidique de la sSrum-albumine humaine mature, lorsqu'elle 

10 est obtenue par culture d f une souche d' E.coli capable d 1 assurer le 
maintien du plasmide ff pXL462". 

7. Le plasmide "pSO^l" caractSrisS en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la pSnicilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la pSnicilline amidase et 

15 les six premiers codons du gene de la pSnicilline amidase fusionnSs 
avec le gene de structure de la sSrum-albumine humaine mature. 

8. La protSine hybride comprenant I'extrSmitS N-termi- 
nale les six premiers acides aminSs de la pSnicilline amidase, 
Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionnSs avec la sequence peptidique de la 

20 sSrum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture 
d f une souche d' E.coli capable d 1 assurer le maintien du plasmide 
"pXL641". 

9. Le plasmide n pXL740" caractSrisS en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la p&nicilline amidase, le 

25 site de fixation des ribosomes du gene de la pSnicilline amidase et 
les six premiers codons d T un gSne de la pSnicilline amidase modifiS 
par mutagSn§se dirigSe fusionnSs avec le gSne de structure de la 
serum-albumine humaine mature. 

10. La protSine hybride comprenant 3 I'extrSmitS N-termi- 
30 nale les six premiers acides aminSs d f une pSnicilline amidase 

N-terminale modifiSe par mutagSnSse dirigSe, Met-Lys-Asn-Arg-Lys- 
-Arg, fusionnSs & la sequence peptidique de la sSrum-albumine 
humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche 
d'E.coli capable d 1 assurer le maintien du plasmide "pXL740". 
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11. Le plasmide f, pXL741" caracterise en ce qu'il contient 
le promoteur Ftrp suivi du promoteur de la penicilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline amidase et 
lea six premiers codons d 9 un gene de la penicilline amidase modifie 

5 par mutagenese dirigee fusionnes avec le gene de structure de la 
s erum-albumine humaine mature. 

12. La proteine hybride comprenant a l'extremiti N-termi- 
nale les six premiers acides amines d v une penicilline amidase 
modif iee par mutagenese dirigee, Met-Lys-Arg~Lys-Arg, fusionnes avec 

10 la sequence peptidlque de la serum-albumine humaine matures lore* 
qu'elle est obtenue par culture d f une souche d'E^coli capable 
d T assurer le maintien du plasmide "pXL741". 
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Oligonucleotide codant oour les 6 premiers ccdons du gene ell 

MetVal Arg Ala Asn Lys Arg 
-AGCTTCATATGGTTCGTGCAAACAAACGCG-3* 

3'- AGTATACCAAGCACGTTT'GTTTGCGCAGCT-5* 



Oligonucleotide utilisS pour la MutagSnese par dSlition. 



-TCGTGCAAACAAACGCGCATGCACACAAGAGT-3* 

( " — 1 

cl! SAH 



OLIGONUCLEOTIDES SYNTHETIQUES 
EMPLOYES DANS LA CONSTRUCTION DE 
LA cII-SAH 



Figure 6 
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Hindlll 




PLASMIDE D' EXPRESSION "PSEUDO-PRO-SAH" 



Figure 7 
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a b e d e £ g h i j k I 
i i i • i i i i lilt i_ 



cII-SAH 
SAH mature 



a & f : SAE contmerciale (sigma) 

g a 1 : cII-SAH d'origine micro biologique ("pseudo-pro-SAH) 



a * g • pas de crypsine 

b » h : 0,1 pg/ml trypsine 

c , i : 0,2 pg/ml trypsine 

d 9 j : 0,4 pg/ml trypsine 

e , k : 0,8 yg/ml trypsine 

f , 1 : 1,6 yg/ml trypsine 

[SAH] Img/ml, 1 hcure d f incubation i 37 # C. 

analyse : gel de poly aery lamide 10 Z non denacuranc* 



Conversion de la cII-SAH en SAH mature 



Figure 8 




Plasmide d 1 expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



f^TTCCCTfiTTGftCmTTRflTC«Tayy^f«TT(¥^CTftGTf 
Proaoteur Tryptophane 



Hindi 1 1 

Proaotaur at Si ta da fixation das ribosoaw da PflH 



RTG fiflft fW flGfl ART CGT HTG ATC GTG fiflC TGT GTT ACT GCT TCC CTG 
net Lys Asn Arg Asn Arg net 1 le Wal Rsn Cys Oal Thr Bio Scr Leu 

~ saqueno e signal de la PAH... 

< — sequence del etee pour construi re 

flTG TflT TOT TGG AGC TTA CCT GCR CTG GCT GAT GCA CfiC RAG. . . 
net-Tyr Tyr Trp Ser Leu Pro Ala Leu Ala Asp Ala His Lys. 



.SAH. 



PAM-SAH- 



Sequence des signaux d' expression et du d6but de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 



4 

Figure 9 
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES DES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 



Cll-SAH: 



MET VAL ARQ ALA ASN LYS ARQ-ASP 
ATQ QTT COT OCA AAC AAA CGC 6AT.. 

oalSAH 



PAM1: 



MET LYS ASN ARQ ASN ARQ-ASP 
ATQ AAA AAT AGA AAT CQT GAT.... 



PAM2: 



MET LYS ASN ARQ LYS ARQ-ASP 
ATQ AAA AAT AGA AAA CQT OAT.. 



PAM3: 



MET LYS LYS ARQ LYS ARQ-ASP 
ATQ AAA AAA AGA AAA CQT GAT- 



B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAM1 



PAM3 
PAM2 
PAM1 



LYS LYS} 

1 ) 
LYS} 

t, 

MET LYS ASN ARQ ASN ARQ ASP 
ATQ AAA AAT AGA AAT CQT GAT.... 

A} modifications effectuees 
[}par mutagenese dlrigee 
A}per oligbnucleotide 



Figure 10 
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A. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE PAR DELETION POUR 
CONSTRUIRE PAM1 - SAH (pXL641) 

S'- ATGAAAAATAGAAATCGXGATGCACACAAGAGTQr y 
PAM " SAH 



B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM2 - SAH (pXL740) 

5'CAATGAAAAATAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-3' 

nucleotide modif ie 



C. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM3 - SAH (pXL74I) 

S'AGGATACAATGAAAAAAAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-T 

1 • T 

nucleotides modifies 



Figure 11 
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